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緒論
植物細胞に大腸菌などの微生物や動物細胞と同じ遺伝子工学の技術を適用する可能性を
もたらしたプロトプラストの単離と培養法の開発は(Cocking，1960 ; Takebe et al.， 1968)， 
高等植物の遺伝育種において従来の方法とは全く異なる遺伝子組換え法の体系を築くため
の重要な鍵といえよう.すでに，プロトプラスト融合法によっていくつかの体細胞属関雑
種がえられて話題を呼ひ‘(Me1cherset al.， 1978 ; Krambiegel and Schieder， 1979 ; Gleba 
and Hoffmann， 1979)，また，多数の種間雑種も作出されている (Schieder and Vasil， 
1980).その中には既存の手法では雑種獲得が不可能であった種間雑種も含まれている










ストからのコロニー形成と植物体復原を最初に報告した Zapataet al. (1977)の研究によ
ると，コロニー形成にはI 27~29 'C，暗黒下での培養が必要な条件であり，このことは
Tal and Watts (1979)や Muhlbach(1980)によっても確認された. しかし，プロトプ
ラスト由来カルスからの再分化は容易でなく，葉プロトプラストからの植物体復原の報告












中性洗剤に 水道水で 70%ェタ アンチ 滅菌水 酵素液に抗
フ.ロトフ. 細胞分裂
水洗 オミノレミン' ラスト密度 コロニー品種又は系統 浸 潰 (10分) ノール浸潰 (Tween 20) 6回水洗 生物質添加 /ベトリ血 雑菌汚染 形成
L. esc. XL. per.の F2 O O × 3% 20分 O X 5 X 106 + 
Stupice O O × 3% 20分 O X 6 X 106 土
強力五光 O O X 3% 20分 O × 6 xl06 
L. esc. x L. per.の F2 O O X 10% 20分 O X 1 X 106 
L.peruvianum O O 30秒 2% 20分 O X 。
Chico O O 3分 5% 10分 O × 。
L. esc. x L. per.の F2(本) O O 5分 5% 15分 O X 。
L. peruvianum × × × 1.5% 20分 O O 4 X 106 + 
Stupice × X × 1% 25分 O O 8 xl06 ++ +(12.8%) 
Stupice X X × 1.75% 20分 O O 5 xl06 +(12.1%) 
L. per. (本) X X X 2% 20分 O O 7 xl06 
盛 禄 × × X 2% 20分 O O 10 X 106 土 + ( 1.0%) 
盛 禄 X X X 2% 20分 O O 7 X 106 + +( 3.2%) 



















約1時間処理したのち， 9%マニ トー ルを含むセルラーゼとベクチナーゼの混合液に取り
かえて，29 .Cの暗黒下で15~16時間酵素処理を行なっ た. 使用した酵素混合液はp セ ル ラ
ーゼとベクチナーゼなどを所定の濃度にとかし pHを5.7に調整したのちろ過滅菌して
作成した.酵素処理には直径9cmのペトリ皿 (Fa1conPlastics Ltd.)を使用し，これに




入れ， 65xgで8分間遠心分離器にかけ， プロト プラストだけを液表面に浮上させた.吸
い取ったフ。ロ トプラストは9%""ニト ールを含む培養液に再びまぜ 1回ないし2回遠心
分離器にかけ洗糠した.プロ トプラスト密度が2x105/mlになるように調整した培養液
1mlと約45.Cに融解・した1%寒天を含む培養液1mlとを直径6cmのペト リ皿 (Fa1con
Plastics Ltd.)にとかし， 最終のプロ トプラス ト密度が1x 10'/ml になるように調整し
た・寒天培地中に埋め込んだプロトプラストは29.C，暗黒下で培養した.なお，培養基
として，Gamborg et al. (1968)の B5培地を基礎培地とし，ショ糖1%， グノレコ ース



















ラストは本葉から単離されたプロトプラスト (Zapataet a1.， 1977)，あるいは，タパコ
















らかでないが，本研究で、は植物ホルモ γとして Zapataet al. (1977)らの用いた NAA
に代えて IAAを用いたことを指摘できる.すなわち Zapataet a1. (1977)， Tal and 
Watts (1979)， Muhlbach (1980)はプロトプラスト培養培地として 2，4D 1.0 mgjl，NAA 
0.5 mgjl， BA 0.5 mgjlを含む培地を用いたが，木研究ではNAAに代えてIAA0.5mgjl 
を加えた.今後培地に添加する同一系統の植物ホルモンの種類を検討する必要があろう.
(2) 葉の消毒法
































トマトの葉プロトプラストは1段階法 (Zapataet al.， 1977 ; Muhlbach， 1980)によっ
ても 2段階法 (Motoyoshiand Oshima， 1975; Tal and Watts， 1979)によっても，単
離できることが報告されている. 1段階法として Muhlbach(1980)は0.25%マセロザイ
ムRlOと 0.5%セルラーゼオノズカ R10の混合液を使用し， Zapata et al. (1977)はメ
イセラーゼ P4%，マセロザイム RlO0.4%， ドリスラーゼ 0.25%を含む混合液を使用
した.本研究では Zapataらの 1段階法を再検討するため， Zapataらの酵素液とその酵
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いう指摘がある (Taland Watts， 1979).これに関連して， プロトプラスト収量に好結果
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Summary 
1) Leaf protoplasts isolated mainly from cotyledons of young seedlings belong-
ing to commercial species L. esculentum and wild species L. peruvianum were 
cultured in the B5 agar medium supplemented with 9% mannitol， 1 ppm 2， 4-D， 
0.5 ppm IAA and 0.5 ppm BA. 
2) Three out of five commercial varieties presented cell colony formation 
deriving from protoplasts， but no cell division could be observed in the protoplasts 
of L. peruvianum under the condition used in the present experiment. 
3) It was found that both plant growth condition with as less contamination 
as possible and surface sterilization of leaf with 2% antifolmin for 20 min. prepar-
ed for protoplasts controlling contamination after inoculation and resulted in cell 
division with cell colony formation. 
4) Enzyme mixture containing 2% Meiselase P and 0.2% Macerozyme R10， 
omitting Driselase， could release sufficient yields of protoplast by means of incuba-
tion of leaf for 15 to 16 hr. 
5) Protoplasts isolated from seedlings grown up under the condition of 25 C 
with 16 hr illumination could lead to cell colony formation， but seedlings from a 
high temperature condition in a glasshouse in summer could provide no protoplasts 
followed up cell division. 
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